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研究成果の概要（和文）：病原菌は感染を成立させるため、細菌由来のタンパク質を宿主細胞に輸送します。この輸送
を司る、したがって感染現象の鍵となる細菌分泌装置はいくつかのタイプに分類されていますが、ピロリ菌やレジオネ
ラが持つIV型分泌装置の実体はほとんどわかっていませんでした。本研究では、我々が同定したIV型分泌装置のコア複
合体に加えて、内膜タンパク質DotI複合体および細胞質内ATPase DotOを含む、より大きな超分子複合体の実態を明ら
かにすることができました。

研究成果の概要（英文）：Bacterial pathogens manipulate host cellular processes using their own proteins. 
These proteins, so-called effectors, are injected into host cells using specialized nanomachines 
assembled　on the bacterial cell surface. One such nanomachine is the type IV secretion system (T4SS). we 
have successfully showed the electron microscopic structure of the core complex of the Legionella Dot/Icm 
T4SS. Here we report in vivo evidence for a larger complex containing the core complex, DotI-DotJ 
inner-membrane complex and ATPase DotO, which is essential for Legionella pathogenesis.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
病原細菌のタンパク質分泌系として、最初

にその分子構造が電子顕微鏡レベルで明ら
かにされた III 型分泌系は、注射器によく似
た針状の突起を持つ特徴的な構造を有し、宿
主細胞に直接タンパク質を注入するという
機能を合理的に説明した  (Kubori et al., 
Science 1998)。一方、様々な病原細菌で多様
な役割を担う IV 型分泌系は、接合伝達系と
起源を共にするという点から分類された病
原因子輸送系であり、接合伝達系も IV 型分
泌系の一種として位置づけられる。輸送基質
は毒素・エフェクタータンパク質、伝達性プ
ラスミドや可動性遺伝因子など多岐に渡る
ことが大きな特徴である。病原性発現の機構
解明への糸口となるばかりでなく、遺伝子水
平伝達による多剤耐性菌の出現を引き起こ
す経路の機構解明のためにもその全貌の解
明が待望されている。しかしながら、IV 型分
泌系は、遺伝子群の構成や、輸送基質分子の
種類・大きさ、複雑さ・局在などが非常に多
様であることから、極めて多岐に渡る輸送活
性を持つと考えられ、輸送装置の実体や輸送
メカニズムについては近年にいたるまでほ
とんど理解されていなかった。 

 
IV 型分泌系は配列上の相同性などからさ

らに IVA 型・IVB 型に分類されており、両者
とも多くの病原細菌・接合プラスミドに存在
している。IVA 型では 2004 年、Christie ら
が宿主植物細胞に DNA を輸送する病原菌
ア グ ロ バ ク テ リ ア (Agrobacterium 
tumefaciens)の VirB 分泌系において基質
DNA と直接相互作用する輸送装置コアタン
パク質を同定した(Cascales et al. Science)。
2009 年に、Waksman らは IVA 型分泌系の
細菌内外膜を貫通するコア複合体を単離し
(Fronzes et al, Science)、さらにその外膜部
分複合体をそのまま結晶化することにより
原子構造を解き明かした(Chandran et al. 
Nature)。一方 IVB 型分泌系の構造はこれ
まで全くわかっていなかった。我々はヒト病
原菌レジオネラ(Legionella pneumophila)の
Dot/Icm IVB型分泌系を構成する個々のタン
パク質およびタンパク質複合体の構造・機能
解析を行ってきたところ、本研究と平行して
遂行していた基盤研究(B)において、細菌病原
性に必須な IV 型分泌系として世界で初めて
そのコア複合体の単離・解析に成功すること
となった(Kubori et al. PNAS 2014)。 

 
 IV 型分泌系の「コア複合体」は内膜側半分
が中空構造をしており、実際の分泌活性のあ
る超複合体の形成には、さらなる内膜タンパ
ク質の組み込みが必要であると想定される。
一方で、コア複合体は閉じた構造をしており、
内膜タンパク質を組み込むには何らかの構
造変化が必要である。Dot/Icm IVB 型分泌系
を構成する内膜タンパク質 DotI は、コア複

合体構成タンパク質と同一オペロン上直上
流にコードされており、コア複合体に組み込
まれるタンパク質の有力な候補と考えられ
た。さらに我々は、Dot/Icm IVB 型分泌系を
構成する3つのATPaseの内の一つDotOが、
内膜タンパク質 DotI により安定化されてい
ることを見出していた。これは DotI-DotO が
相互作用することを示唆している。このよう
な予備的な知見から、コア複合体・DotI 内膜
タンパク質・DotO ATPase を含む超分子複合
体が存在するという仮説を建てた。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、新たな超分子複合体検出法を

確立することによって上述の仮説を検証し、
タンパク質複合体形成における ATPase の
役割を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 レジオネラ菌体内での超分子複合体を検
出するため、遺伝学的・生化学的相互作用解
析を行う。なお、本研究期間中にコア複合体
単離の技術を確立したため、一部当初計画を
変更して、同様の手法による超分子複合体単
離を試みた。 
 
４． 研究成果 
 
(1) 超分子複合体の遺伝学・生化学的解析 

 
①DotI-DotO 相互作用 
DotIを欠損するレジオネラ株では、DotO
の細胞内レベルが減弱する。DotI は一回
膜貫通型の細菌内膜タンパク質であり、
大きなペリプラズム領域を持っている。
このペリプラズム領域を欠損しても、
DotO レベルへの影響はみられなかった。
さらに、我々が作成していた様々な DotI
ペリプラズム領域点突然変異による影響
を検討したところ、有意な変化は見られ
なかった。これらのことは、DotI の細胞
質内から内膜貫通領域が DotO との相互
作用に関わることを示唆している。一方、
DotO の欠損による DotI の不安定化など
は観察されなかった。実際、DotI はその
部分パラログ DotJ と安定なヘテロ複合
体を形成し、さらにこの複合体形成には
他の IV 型分泌系構成タンパク質は必要
でないことを、並行研究により明らかに
している。このことは少なくとも
DotI-DotJ複合体形成にはDotO ATPase
は関与しないことを示している。 
 
②DotO-DotI-コア複合体相互作用 
細菌内外膜をスクロース密度勾配遠心法
により分画すると、コア複合体構成タン
パク質は主として外膜画分に分画される。
本来細胞質内 ATPase である DotO は同



様の解析により、やはり外膜画分に分画
される。DotO の外膜画分への分画はコ
ア複合体構成タンパク質欠損株ではみら
れなくなるが、DotO はやはり膜画分に
分画される。さらに DotI を欠損すると、
細胞質にも分画されるようになる。これ
らのことは、DotI を介して DotO がコア
複合体依存的に外膜画分へ分画されるこ
とを示しており、DotO-DotI-コア複合体
が超分子複合体を形成することを示唆し
ている。 
 

(2) 超分子複合体単離の試み 
 
既述の通り、我々は本研究遂行中にコア
複合体をレジオネラ菌体から単離する手
法を確立した。このため、当初計画を変
更し、同様の手法による超分子複合体の
単離を試みた。コア複合体が濃縮される
画分に存在するタンパク質を網羅的に同
定するためショットガン質量分析法によ
り解析したところ、コア複合体構成タン
パク質(DotC, DotD, DotF, DotG, DotH)
以外にも複数の Dot/Icm タンパク質をマ
イナーな構成タンパク質候補として同定
したが、残念ながら DotI, DotJ, DotO は
含まれていなかった。この方法では比較
的強い条件で細胞を融解しており、不安
定な超複合体をそのまま単離するために
はよりマイルドな溶解条件探索が必要と
考えられた。今後、細胞内の超複合体を
直接観察できる電顕トモグラフィ法など
の活用を視野にいれた研究に発展させて
いきたい。 
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